 Uueat NikirBimer v Tl Kongrs 6 Ekim 200026727 llllll)llIIHMHIHIl!l!!ll”!lllllﬂlﬂIIIII"I!IHI &

100030 e

ISINLANMIS BILDIRCIN ETiNIN DNA KOMET ANALIZ YONTEMI
iILE DEDEKSiYONU

Yakup Erel, Nizamettin Yazici, Siimer Ozvatan’, Demet Er¢in

Turklye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykoy Niikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi,
Saray Mah., Atom Cad., No:27, 06983 Kazan / Ankara

Bu caligmada isinlanmig bildircin et 6rneklerindeki DNA kometleri basit ve hizl bir
yontem olan tek hiicre mikrojel elektroforezi yontemi (DNA Komet Analiz Yontemi)
kullanilarak dedekte edilmistir. TS EN 13784’e gore uygulanan yontem ile elde edilen
kometlerin fotomikrografik analizleri yapilmustir. Bildircin et dmekleri 1.05, 2.00 ve 4.00
kGy dozlarda gama kaynag: ile (Gammacell %Co, doz hizx 1.31 kGy/saat) 1ginlanmistir.
Isinlanan drnekler enzimatik bozulmanin engellenmesi amaciyla deneysel ¢alisma yapilana
kadar polietilen posetlerde agzi kapal olarak ve buzdolabinda (4 °C) muhafaza edilmistir.
Soguk FIT (fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) icinde bildircinlarin goégiis etlerinden
hazirlanan deney orneklerinden izole edilen hiicreler i¢in isinlamadan 1, 4, 8 ve 11 giin
sonra DNA Komet Analiz deneyleri yapilmustir. Izole edilen hiicreler 2, 5 ve 9 dakika
stirelerle % 2.5’lik SDS (sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi icinde, 2 V/cm akim uygulanarak
2 dakika siire ile liziz islemine tabi tutulmusglardir. Liziz isleminden sonra mikroskop
camlart propidyum iyodiir ile boyanmus ve mikroskop altinda (DIC -differential
interference contrast- atagmanli Olympus BX 51 model floresans mikroskop)
incelenmislerdir. Isinlanmig Orneklerin tamaminda parcalanmis DNA’larin  hiicreden
disartya dogru bir komet (kuyruklu yildiz) goriintiisii vererek yayildigi gozlenmigstir. Bu
kometlerin kuyruk kisimlarmm artan iginlama dozu ile uzadigi ve genisledigi tespit
edilmigtir. Bununla birlikte 151nlanmamug drneklerin DNA’larinin saglam kaldigi, hiicreden
DNA gécmelerinin ya ¢ok az gozlendigi ya da hi¢ gézlenmedigi belirlenmistir.

Anahtar kelimler: Bildircin Eti, Isinlama, Fotomikrografik Analiz, DNA Komet TS EN
13784.

DETECTION OF IRRADIATED QUAIL MEAT BY DNA COMET
ASSAY

A simple and fast technique of microgel electrophoresis of single cells (DNA Comet
Assay) was used to detect DNA comets in irradiated quail meat samples. Quail meat
samples were exposed to radiation doses of 1.05, 2.00 and 4.00 kGy in gamma cell
(Gammacell *Co, dose rate 1.31 kGy/h) covering the permissible limits for enzymatic
decay and stored at 4 °C. The cells isolated from muscle (chest, thorax) in cold PBS were
analysed using the DNA comet assay on 1, 4, 8 and 11 day post irradiation. The cells were
lysed between 2, 5 and 9 min in 2.5% SDS and electrophroesis was carried out at a
voltage of 2 V/cm for 2 min. and then propidium iodide staining was employed to
visualize DNA. After propidium iodide staining, the slides were evaluated through a
fluorescent microscope (Olympus BX 51 model with flourescence and DIC attachments).
In all irradiated samples, fragmented DNA stretched towards the anode and damaged cells
appeared as a comet. The density of DNA in the tails increased with increasing radiation
dose. However, in non-irradiated samples, the large molecules of DNA remained relatively
intact and there was only minor or no migration of DNA; the cells were round or had very
short tails only.

Keywords: Quail Meat, Irradiation, Photomicrographic Analysis, DNA Comet, TS EN
13784.
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1. GIRIS

Et iriinleri, deniz iiriinleri ve kiimes hayvanlarunin 1sinlanmas: diinyada giderek 6nem
kazanmaktadir [1,2,3]. Bu yontem gidalarda Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli
0157:H7, Clostridium gibi patojenlerin ve Toxoplasma gondii gibi parazitlerin tamamen
yok edilmesinde veya olumsuz etkilerinin azaltilmasinda etkilidir [4-9]. Et ve et
iiriinlerinin mikrobiyolojik gilivenligini diizenleyici kurumlar, tiiketiciler, arastiricilar,
endiistri ve medya giderek artan bir ilgi gOstermektedir [2,10-12]. Isinlama islemi
gidalarin korunmasi amaciyla onemli bir yontem olarak kullanilmaktadir. Bu islemin
amact ham gidalarda dogal olarak bulunabilen bazi 6zel patojenlerin  ve
mikroorganizmalarin kismen veya tamamen zararsiz hale getirilmesidir [11].

Isinlanmis gidalarin  analitiksel dedeksiyonu daha once 1sinlanmus gidalarin tekrar
isinlanmasint  engellemek bakimindan onemlidir [13]. Isinlanmug gidalarin  farkls
yontemlerle dedeksiyonunu igeren on adet uluslararas: standart Avrupa Standardizasyon
Komitesi (Europen Committee for Standardization ; CEN) tarafindan benimsenmistir ve su
anda uygulanmaktadir [14].

Bu yontemlerden biri olan DNA Komet Analiz Yontemi prensipte, DNA igeren tiim
gidalarin 1sinlanip 1ginlanmadiginin belirlenmesinde kullanilan basit, hizli ve spesifik bir
tarama teknigidir [15]. Hayvansal veya bitkisel bir hiicreye gii¢ kaynag ile elektrik akim
uygulandiginda DNA anot yoniinde bir kuyruk olusturmak siiretiyle hiicreden disartya go¢
eder ve igmlanmus hiicreler bu sekilde uzayarak bir “kuyruklu yildiz” (komet) goriintiisii
veririler [14].

Artan 1sinlama dozu ile daha fazla sayida DNA pargalanmasi olusur ve bu pargalar
elektroforez iglemi sirasinda hiicreden gogerler. Bu nedenle, ismnlanmus hiicrelerde
cekirdekten anoda dogru iginlama dozuna bagli olarak artan miktarda uzamalar
gosterirken, 1sinlanmarmg hiicreler dairesel sekillerini korurlar veya ¢ok az bir kuyruk
olugsumu gosterirler [14-16].

Bu yontemin popiiler olmasinin temel nedenleri; hassashigi, diger yontemlere gore ucuz ve
kolay yapilabilir oimasidir. Elde edilen kometleri gorebilmek i¢in etidyum bromiir, akridin
oranj, propidyum iyodiir gibi floresan boyalar kullamlir. Bu boyalarin kullanilmasi ve
yontemin diger basamaklari uygulama bakimindan zor degildir fakat son asamada
kullanilan floresan mikroskobun kullanilmas: igin yetismis personel olmas: gerekir [17].
Bu yontemde boyama islemi sirasinda glimiis boyama yapilmasi da kullanilmaktadir [18].
Komet gekillerinin bi¢imsel olarak tip 1’den tip 5’e kadar siniflandirilmasi yapilmigtir [14].

Literatiirde 1sinlanmis pek ¢ok gida tiirii icin DNA Komet Analiz Yontemi ile yapilmig
calismalara rastlanirken, bildircin eti ile yapilmig calismalar hakkinda sinirh bilgi vardir.
Bu caligmada TS EN 13784’¢ gore [19] DNA Komet Analiz Yontemi kuillanilarak
isinlanmis ve isinlanmamus bildircin et drneklerinden elde edilen DNA’lardaki bigimsel
farkliliklar ve bu verilerden hareket ederek bu {irtinlerin saklama sartlar: ve siireleri i¢in bir
fikir gelistirilmeye calisiimustur.
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2. DENEYSEL
2.1. Ornekler

Ankara’daki bir akvaryumcudan satin alinan canli bildircin laboratuvarda kesilmis ve
bildircin et Omekleri 5.0 g’lik gogiis et pargalart hdlinde polietilen ambalajlara
koyulmustur. Her bir ambalaja 1sinlama dozunu belirten etiketler yapistirilmistir.

2.2 Isinlama

Bildircin et 6rnekleri Saraykdy Niikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi’nde bulunan gama
kaynaginda (Gammacell *°Co, doz hiz1 1.31 kGy/saat) farkli dozlarda (1.05, 2.00 ve 4.00
kGy) isinlanmustir. Isinlama sonrasinda hangi O6rnegin ne kadar net doz aldigimin
hesaplanabilmesi i¢in Harwell Amber 3042 marka dozimetreler kullanilmistir. Isinlama
isleminden hemen sonra Ornekler deneysel calisma yapilacagi giine kadar buzdolabinda (4
°C) saklanmigtir

2.3. Hiicre siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Her bir 6rnek igin yaklasik 1.0 g et bistiirti kullanilarak ince tabakalar halinde kesilmistir.
Bu gekilde hazirlanan bildircin et 6rnekleri kiiciik bir beher i¢inde 5 mL buzda sogutulmus
fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (FTT) ile 500 rpm karistirma hazinda, 5 dakika siire ile
muamele edilmistir. Daha sonra siispansiyonlar sirasi ile 500 um ve 200 um eleklerden
gecirilmis ve siiziintiiler buz icinde 5 dakika siire ile ¢okmeye birakilmistir. Ustteki sivi
sonraki asamalarda kullanilmigtir. Bu sekilde hazirlanan siispansiyonlardan 100 pL
alinarak 1 mL agoroz ¢ozeltisi (0.8 % FTT) ile karistirilmig, bu karisimdan 100 pL
alinarak Onceden agoroz ¢ozeltisi ile kaplanmis olan mikroskop camlarina pipet
kullanilarak-aktarilmis ve cam iizerine yayitmustir. '

2.4. DNA komet analizi

Yukarida agiklandig: gibi hazirlanan hiicre siispansiyonlarina TS EN 13784’°e uygun olarak
DNA Komet Analizi uygulanmistir [19]. Kaplanmis mikroskop camlan liziz ¢ozeltisi
icinde (0.045 M TBE, pH 84, 2.5 % SDS) 10 dakika siire ile bekletildikten sonra
elektroforez ¢dzeltisi iginde 2 V/cm akim ve 2 dakika siire ile elektroforez yapilmislardir.
Mikroskop camlarinin boyanmasinda propidyum iyodiir kullanilmigtir ve camlar floresan
mikroskobu ile (DIC —differential interference contrast- atagmanli Olympus BX 51 model
floresans mikroskop) incelenerek goriintii fotograflar alinmusgtar.

3. DENEYSEL SONUCLAR

Isinlanmamus (kontrol) ve 1sinlanmus bildircin et 6rnekleri Sekil 1-4. de goriildiigii gibi
ciplak goz ile mikroskop altinda yapilan gozlemlerde belirgin bir gekilde ayirt
edilebilmektedirler. ~Komet hiicreleri Marin-Huachaca tarafindan tamimlandigi gibi
bigimsel olarak simiflandirtimiglardir [14]. Bu yonteme gore kisa boylu kuyruk olusturan
hiicreler nispeten az miktarda DNA parcalanmasi ile olugmuslardir ve bu tiir kometler tip 1
olarak simiflandinlmiglardir. Diger komet tiirleri; uzun kuyruklu olanlar #p 2, uzun
kuyruklu ve kuyrugun son boliimii genig olanlar fip 3, bas ve kuyruk kismu birbirinden
ayrilmis uzun kuyruklu olanlar tip 4 ve bas kisminda hemen hemen hi¢ DNA kalmamus,
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kuyrugun bir bulut goriiniimiinde ve bas kismindan uzakta oldugu olanlar tip 5 olarak
stniflandiriimiglardr.

4. TARTISMA VE YORUM

Genel olarak 1ginlanmamus 6rneklerin hiicreleri/cekirdekleri kiire veya yumurta seklinde,
saglam ve/veya kafa boyunca kisa ve belirgin olmayan kuyruklar seklinde goriintii
vermiglerdir. Isinlanmig Orneklerde sadece belirgin kometler gozlenmistir. Herhangi bir
1sinlanmis Ornekte biitiin hiicreler hasar gdrmiis ve pargalanmigtir ve hi¢ saglam hiicre
gozlenmemistir.

Bildircin et Orneklerinde yapilan mikroskop incelemelerinin sonuglart uygulanan
radyasyon dozundaki arti§ ile dogru orantilt olarak komet uzunlugunun (DNA gécmesinin
uzakligl) arttigim gostermistir (Sekil 1-4). Ayrica 1sinlama dozunun miktarinin kometin
sekli ile baglantili oldugu belirlenmistir. Farkli 1s1nlama dozlan i¢in kometlerin sekil ve
biiyiikliiklerine bagli olarak kabaca doz tahmini yapmak miimkiin olabilmektedir. Artan
1s1nlama dozu ile kuyruk kismindaki % DNA artmakta buna karsilik kafa kismindaki DNA
miktar1 azalmaktadir. Isinlanmamig 6rnekler icin yapilan mikroskop analizlerinde saglam
hiicreler gozlenmistir.

Isinlanmamug Orneklerde baglarda herhangi bir gerilme/esneme olmamasi ve/veya DNA
hasar1 olusmamasindan dolayi ya hi¢ kuyruk olusumu gozlenmemis ya da ¢ok kisa kuyruk
olusumu gozlenmistir. 0.9 kGy veya daha fazla doz ile isinlanmig Srneklerde gozlenen
uzun kuyruklu kometler bu Orneklerde hiicrenin hasar gordiigiinii ve DNA pargalarinin
hiicre disina goctiigiinii gostermektedir. Ayrica radyasyon dozuna bagli olarak kuyruk
uzunlugunun arttig1 da gdzlenmistir. Kometin kuyruk kismu bas kismina gore daha genis ve
kaltn goriintiide oldugu belirlenmistir.

Buzdolabinda depolama siiresi arttitkca DNA goc¢melerinin arttifi dondurulmus biftek
ornekleri, taze tavuk, domuz ve balik Ornekleri ile [21] DNA Komet Analiz Yontemi
kullanilarak ispatlanmistir. Bundan bagka, buzdolabinda depolanmug yaban domuzu ve
stimbiil gibi egzotik et tiirleri [22], domuz [23] ve kiimes hayvanlan [24] ile yapilan
caligmalardan basarili sonuglar elde edilmigtir. Khan ve arkadaslari [13] DNA Komet
Analiz Yontemi’ni bazi taze ve dondurulmus et iiriinlerinde (kuzu eti, biftek ve hindi eti)
ve yemlebﬂen deniz iiriinlerinde uygulamislardir.

Buzdolabinda depolanan taze bildircin Srneklerinin raf omrii bir ka¢ glindiir. Bunlarin
yenebilirlik 6zellikleri, havali veya havasiz ortamda yapilmig ambalajlama, sicaklik ve
tirlindeki bakteri tiiri ve miktann gibi depolama kosullarma baghdir [25]. Diisiik
sicakliklarda (4 °C) bile baz1 bakteriler yeniden cogalabilmekte ve sonug¢ olarak gidayi
bozabilmektedirler [26]. Pek ¢ok patojenik bakteri (Ornegin; lysteria monocytogenes)
soguk ortamlarda dahi yeniden ¢ogalabilmekte ve saglifa zarar verebilmektedir [27].
Iyonlastiric1 radyasyon baslangigtaki bakteri yiikiiniin azaltiimasinda kullanilabilir ve
boylece tiriiniin raf dmriiniin uzatilmas: saglanabilir [26,28].

Calismada 1sinlanmamts (kontrol) ve 1sinlanmug 6rneklerin ayni zaman araliklarn (1, 4, 8 ve
11 giin) ile analizleri yapilmustir. [k giin yapilan analizlerde hiicrelerin ¢ogunun
1sinlanmanus (kontrol) orneklerine has ¢ok kisa kuyruklu kometler (Marin-Huachaca ve
arkadaglar tarafindan Tip 1 olarak tanimlanan [14]) olustururken (Sekil 1-3) bazi
hiicrelerin  komet sekillerinden (Ornegin; uzun kuyruklar) degisik Olgiilerde DNA
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bozulmas: gosterdigi belirlenmistir. Ik giin yapilan deneysel c¢alismalarda ya ¢ok az
miktarda bakteri tespit edilmis ya da hi¢ bakteriye rastlanmamistir. Sekil 2a’da goriildiigii
gibi 4. giinde yapilan deneysel ¢aligmalarda uzun kuyruklu (Tip 2) kometler gézlenmistir.
Ik giine kiyasla 4. giinde daha fazla DNA parcalanmasinin meydana geldigi séylenebilir.
Bu agamada biitlin 6meklerde az sayida bakteri oldugu tespit edilmistir. Sekil 1-3. de
buzdolabinda 1, 4 ve 8 giin siire ile bekletilen 6meklerde elde edilen uzun ve genis
kuyruklu kometler (Tip 3) nedeniyle DNA parcalanmasinin ileri asamalarda oldugu
belirlenmigtir. Sekil 4. de goriilen kometler 11 giin siire ile buzdolabinda bekletilen
bildircin 6rneklerine aittir.

Sekil 1. Buzdolabinda bir giin siire ile bekletilmis bildircin 6rmeklerinin DNA Komet
Analiz deneylerinden elde edilen mikroskop fotograflari; propidyum iyodiir boyama,
mikroskop biiyiitme degeri 200. (a) 1sinlanmamus, (b) 1sinlanmis (0.9 kGy), (c¢) 1sinlanmis
(2.0 kGy), (d) sinlanmis (4.0 kGy).

Sekil 2. Buzdolabinda dort giin siire ile bekletilmis bildircin érneklerinin DNA Komet
Analiz deneylerinden elde edilen mikroskop fotograflari; propidyum iyodiir boyama,
mikroskop biiyilitme degeri 200. (a) 1s1nlanmamus, (b) 1ginlanmis (0.9 kGy), (¢) 1smlanmis
(2.0 kGy), (d) 1sinlanmus (4.0 kGy).
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Sekil 3. Buzdolabinda sekiz giin siire ile bekletilmis bildircin 6rneklerinin DNA Komet
Analiz deneylerinden elde edilen mikroskop fotograflari; propidyum iyodiir boyama,
mikroskop biiylitme degeri 200. (a) 1s1nlanmamus, (b) 1sinlanmis (0.9 kGy), (¢) 1ginlanmig
(2.0 kGy), (d) 1sinlanmus (4.0 kGy).

Sekil 4. Buzdolabinda onbir giin siire ile bekletilmis bildircin érneklerinin DNA Komet
Analiz deneylerinden elde edilen mikroskop fotograflari; propidyum iyodiir boyama,
mikroskop biiyiitme degeri 200. (a) 1sinlanmamus, (b) 1sinlanmis (0.9 kGy), (c) 1s1nlanmus
(2.0 kGy), (d) 1sinlanmus (4.0 kGy).

Isinlama homojen kometler olusturur [15,21,29,30]. Degisimler 1sinlamadan 6nce veya
ismlamadan sonraki saklama kosullarim hakkinda bilgi verir. Isinlamadan bir giin sonra
hiicreler 1sinlanmis hiicrelere ait tipik komet sekilleri verirler (bu kometler 1sinlanmamis
kometlere gore 2 — 3 kat daha uzun kuyrukludurlar). Kometlerin sekilleri uygulanan
isinlama dozu ile baglantilidir (Sekil 1-4). Isinlamadan 4 giin sonra 4 °C’da yapilan
depolamadan dolayr DNA hasarinda genel bir artis gozlenmistir. Biitin 1sinlanmis rnekler
(0.9, 2.0 ve 4.0 kGy) i¢in ilk giine gére daha uzun ve genis kometler elde edilmigtir. Bu
asamada bakteri popiilasyonunda herhangi bir artig gézlenmemistir. Isinlamadan 11 giin
sonra ise biitiin 1gmlanmig 6rnekler i¢in (0.9, 2.0 ve 4.0 kGy) DNA par¢alanmasinin en
yiiksek oldugu ve bakteri popiilasyonunun artt1g1 tespit edilmigtir (Sekil 1-4).
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TS EN 13784’¢ gore uygulanan DNA Komet Analiz Yontemi [19]  bildircin
numunelerinin 1sinlanip iginlanmadiklarinin tespit edilmesinde uygulanabilen hizli bir
eleme yontemidir. Bu yontem bildircin orneklerinin 1sinlanip 1sinlanmadiklarinin
belirlenmesinin yanisira Orneklerdeki bakteri popiilasyonu ile ilgili bilgi vermekte ve
boylece analizi yapilan bir Ornegin raf Omrii (tazeligi) hakkinda genel bir fikir
edinilebilmektedir.

Bu calismanin yapilmasim teknik ve maddi olarak saglayan Tiirkiye Atom Enerjisi
Kurumu (TAEK)’na tesekkiir ediyoruz.
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